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ABSTRACT

Ziel: Die adjuvante intravesikale Immuntherapie mit Bacillus Calmette-Guerin (BCG)
reduziert die Rezidivhaufigkeit beim nicht-invasiven oberflachlichen Harnblasenkarzinom
signifikant. Da BCG jedoch schwere lokale und systemische Nebenwirkungen verursachen kann,
wurden weitere immunaktive Substanzen erprobt, die aber alle bisher keine mit der BCG-
Immuntherapie vergleichbare Wirksamkeit gezeigt haben.

Material und Methoden: In dieser klinischen Studie der Phase I/II erhielten 30 Patienten mit
oberflichlichem Harnblasenkarzinom intravesikal einen auf Mistellektin eingestellten
wissrigen Mistelextrakt. Etwa vier Wochen nach der transurethralen Resektion wurde jedem
Patienten in wochentlichen Intervallen 6-mal 50 ml Extrakt instilliert und zwei Stunden in der
Blase belassen. Die Mistellektin-Konzentrationen reichten von 10 ng/ml bis 5000 ng/ml. Jeweils
drei Patienten einer Gruppe erhielten eine Dosis, die in der folgenden Gruppe verdoppelt wurde.
Das klinische Follow-up umfasste zystoskopische und zytologische Untersuchungen sowie
Biopsien. Zur Bestimmung von Zytokinen und TNF-p75-Rezeptoren wurden vor der Instillation
sowie 2, 6 und 24 Stunden danach Blut- und Urinproben entnommen.

Ergebnisse: Die intravesikale Mistelextrakt-Therapie wurde unabhingig von der
Konzentration sehr gut vertragen. Kein Patient hatte lokale oder systemische Nebenwirkungen
der WHO-Grade 1-4. Wiahrend des 12-monatigen Beobachtungszeitraums entwickelten 33 % der
Patienten mit pTa G2- und pT1 G2-Tumoren ein Rezidiv. Diese Inzidenz entsprach der
Héufigkeit in einer lokalen historischen Kontrollgruppe, die aus adjuvant mit BCG behandelten
Patienten gleicher Stadien und Gradings bestand. Die Urinspiegel aller bestimmten Zytokine vor
sowie 2, 6 und 24 Stunden nach der Instillation unterschieden sich nicht signifikant.

Schlussfolgerungen: Aus den Ergebnissen ist zu schlieBen, dass der auf Mistellektin
eingestellte Mistelextrakt eine potentielle alternative adjuvante Therapie fiir das oberflachliche
Harnblasenkarzinom darstellt. Das optimale intravesikale Behandlungsschema ist in weiteren
Studien zu eruieren.

SCHLUSSELWORTER: Harnblase, Harnblasenkarzinom, Mistelextrakt, Lektine, intravesikale Instillation

Bacillus Calmette-Guerin (BCG) hat sich als adjuvante
Therapie des oberflichlichen Harnblasenkarzinoms im
Anschluss an die operative Resektion etabliert. In mehreren
Studien konnte eine Reduktion der Tumor-Rezidivrate von
etwa 40 % nachgewiesen werden.12 Die mitunter schweren
Nebenwirkungen von BCG wie Zystitis, Fieber und in
Einzelféllen auch Miliartuberkulose und Todesfille relativieren
jedoch den Nutzen.34 Wegen dieser Nebenwirkungen wurden
unkonventionelle Therapien mit Zytokinen und anderen
Immunmodulatoren erprobt, die jedoch bisher keine der
BCG-Immuntherapie vergleichbare Wirksamkeit gezeigt
haben.

Seit mehr als 70 Jahren werden wéssrige Extrakte der
européischen Mistel (Viscum album L.) haufig als supportive
Therapie bei Patienten mit malignen Tumoren eingesetzt.56
Die Diskrepanz zwischen der Beliebtheit von Mistelextrakten
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und ihrer Klassifizierung als unkonventionelle Behandlung
mit nicht nachgewiesener onkologischer Wirksamkeit ist
jedoch offensichtlich. Es ist schwierig, die Wirkungen von
Extraktpréparaten zuverldssig zu beurteilen, weil deren
Zusammensetzung komplex ist und erheblich von den
unterschiedlichen Herstellungsverfahren, der Erntezeit und
der Art des Wirtsbaumes abhéingt. Bei der Suche nach den
biologisch aktiven Bestandteilen der Extrakte haben
Mistellektine zunehmend an Beachtung gewonnen. Es wurde
gezeigt, dass die Lektine eine ausgeprigte immun-
modulierende Wirkung in vitro und in vivo haben. So
steigern sie beispielsweise die Zytotoxizitdt von natiirlichen
Killerzellen gegeniiber Modelltargets? und stimulieren die
Freisetzung von Zytokinen wie Interleukin-1 (IL-1), IL-6,
Interferon-y (IFN-y), Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) und
koloniestimulierenden Faktoren.8 Weiterhin lieen sich
zytotoxische und Apoptose-induzierende Wirkungen auf
zahlreiche menschliche Tumorzelllinien in vitro nachweisen.?
Auch in vivo wurden antitumorale Effekte beobachtet. So
hemmte ein lokal applizierter Mistelextrakt mit Lektin-
Konzentrationen von 30 ng/ml bis 300 ng/ml das Wachstum
des Harnblasenkarzinoms MB49 bei Méusen.!0 Auf Grund
dieser Ergebnisse ist zu erwarten, dass Mistelextrakte bei
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direkter Instillation in die Harnblase effektiver wirken als
bei systemischer Applikation. Die vorliegende Studie wurde
durchgefithrt, um bei Patienten mit oberflachlichem Harn-
blasenkarzinom die Vertréglichkeit sowie die antitumoralen
und immunologischen Wirkungen eines intravesikal
verabreichten Mistelextraktes mit definiertem Lektingehalt
zu untersuchen.

MATERIAL UND METHODEN

Fatienten. Fur die Teilnahme an dieser prospektiven Studie
der Phase I/II wurden 30 Patienten mit oberflichlichem
Blasenkarzinom und histologisch verifizierten pTa G1-
(n =6), pTa G2- (n = 14) oder pT1 G2-Lisionen (n = 10)
gemill der Einschluss-/Ausschlusskriterien (siehe Anhang)
ausgewéihlt. Das Karzinom war bei allen Patienten komplett
transurethral reseziert worden; kein Patient hatte zuvor eine
intravesikale Therapie erhalten. Zur Bestimmung des WHO
Performance Scores wurden die Patienten vor der Aufnahme
in die Studie klinisch untersucht. Dartiber hinaus wurden sie
itber mogliche lokale und systemische unerwiinschte
Ereignisse durch den Mistelextrakt aufgeklart. Alle
aufgenommenen Patienten stimmten der Teilnahme an der
Studie zu. Die Patienten waren zwischen 35 und 80 Jahre alt
(Durchschnittsalter 70 Jahre); die meisten waren ménnlich
(n = 23).

Die intravesikale Behandlung mit einer auf Mistellektin
eingestellten Praparation eines wéssrigen Mistelextraktes
(1:1,1-1,5, Madaus AG, Kéln, Deutschland) wurde 2 bis
7 Wochen nach der transurethralen Resektion begonnen. Der
Extrakt wurde nach einer von Vang et al. beschriebenen
Bindungsanalyse auf den Mistellektingehalt eingestelit.1!
Jeder Patient erhielt in wochentlichen Intervallen
6 Instillationen mit je 50 ml Extrakt. Die Mistellektin-
konzentrationen lagen zwischen 10 ng/ml und 5000 ng/ml.
Jeweils drei Patienten einer Gruppe erhielten eine Dosis, die
in der folgenden Gruppe verdoppelt wurde. Nach der
Instillation verblieb der Extrakt zwei Stunden in der Blase.

Die ureterozystoskopische und zytologische Diagnostik von
Rezidiven erfolgte bei den Kontrolluntersuchungen 3, 6, 9
und 12 Monate nach Beginn der Instillationstherapie.
Verdéchtige Befunde wurden bioptisch und histologisch
bestétigt. Die lokale historische Kontrollgruppe umfasste 18
Patienten mit pTa G2- (n =5) und pT1 G2- (n =13)
Harnblasentumoren. Alle Kontrollen waren transurethral
reseziert worden und hatten anschlieend in wochentlichen
Intervallen 6 BCG-Instillationen erhalten.

Blut- und Urinproben. Von jedem Patienten wurden vor
sowie 2, 6 und 24 Stunden nach der Instillation zehn
Milliliter heparinisiertes venoses Blut sowie Urinproben
entnommen. Aus dem vendsen Blut wurden Plasmaproben
hergestellt, die bis zur Bestimmung der TNF-p75-
Rezeptorspiegel bei —20 °C aufbewahrt wurden.

Die Urinproben wurden kiihl gehalten und sofort
verarbeitet. Nach 10-miniitiger Zentrifugation mit 3000g zur
Entfernung von Zellen und Zelltrimmern wurden die
Proben mit Natriumhydroxid auf einen pH von 7,2
eingestellt und durch einen 0,45 um Filter filtriert. Die
Proben fur die Zytokinbestimmung wurden bei -70 °C
aufbewahrt und vor der Analyse bis auf Raumtemperatur
aufgetaut und vorsichtig gemischt.

Zytokinbestimmungen. Wie zuvor beschrieben erfolgte die
qualitative und quantitative Bestimmung von Zytokinen
mithilfe von ELISA-Tests (enzyme-linked immunosorbent
assay). Diese Tests basieren auf dem Sandwich-Prinzip und
wurden in einem Schritt durchgefithrt. Rekombinante
menschliche Zytokine dienten hierbei als Standards.12

Der erste immobilisierte Antikdérper des IL-1-a-ELISA-
Tests war ein polyklonaler Anti-Human-IL-1-a-Antikérper
von der Ziege. Fiir die Bestimmung von gebundenem IL-1-«

wurde das POD-gekoppelte Fab-Fragment eines polyklonalen
Ziegen-Anti-Human-IL-1-a-Antikérpers (Testbereich: 100-
1000 pg IL-1-a/ml) verwendet.

Fir den IL-2 ELISA-Test wurden Mikrotiter-Platten mit
zwei monoklonalen Mé&use-Anti-Human-IL-2-Antikérpern
(Klon 3D5 und Klon 7B1) beschichtet; auBerdem wurde ein
dritter Peroxidase (POD)-gekoppelter monoklonaler Méause-
Anti-Human-IL-2-Antikorper (Klon 13A6) fur die Bestim-
mung von gebundenem IL-2 (Testbereich: 50-1000 pg
IL-2/ml) eingesetzt.

Fiir den IL-10 ELISA-Test wurden Mikrotiterplatten mit
dem monoklonalen Mé&use-Anti-Human-IL-10-Antikérper
(Klon ilt-3) beschichtet. Die Detektion von gebundenem
IL-10 (Testbereich: 50-500 pg IL-10/ml) erfolgte mithilfe
eines zweiten POD-gekoppelten monoklonalen Anti-Human-
IL-10-Antikorpers von der Maus (Klon ilt-9).

Fir die Bestimmung von dimerischem IFN-y wurde ein
monoklonaler Mé&use-Anti-Human-IFN-y-Antikérper (Klon
69) als Beschichtung und Detektions-Antikérper (Test-
bereich: 50-1000 pg IFN-vy /ml) verwendet.

Der erste immobilisierte Antikérper im TNF-a-ELISA-Test
war ein monoklonaler Méause-Anti-Human-TNF-a-Anti-
korper (Klon 6b) und der zweite ein POD-gekoppelter
polyklonaler Kaninchen-Anti-Human-TNF-a-Antikérper
(Testbereich 20-500 pg TNF-«/ml).

Fiar den TNF-p75-Rezeptor-Assay wurden Mikrotiter
Platten mit einem monoklonalen Mause-Anti-Human-TNF-
p75-Rezeptor Antikérper (Klon utr-4) beschichtet. Die
Detektion von gebundenem TNF-p75-Rezeptor erfolgte
mithilfe des Peroxidase-gebundenen rekombinanten Human-
TNF-« (Testbereich: 100-1000 pg TNF-p75-Rezeptor/ml).

©TABRLLE 1. - Patientendaten und Therapiegru’ppen

Patient Nr.— Mistellektin-
Geschlecht— “Dosis
Alter - Tumorstadium (rig/ml) Rezidiv
: “Gruppe 1 L
1=m=—=T77 Ta G2 (Tumorrezidiv) 10 nein
2-—~m—67 Ta G2 100 nein
G700 Ta Gl - 10 nein
L Gruppe 2 o
4—m==67." Ta Gl - 20 nein
biom—T1 Ta G2 20 nein
6—m—41 Ta G2 R : 20 ja
Gruppe 3
T-m=—T14 Ta G2 40 nein
8-m—76" Ta G2 40 nein
Yern==80 Ta G1 (Tumorrezidiv) 40 nein
i ~Gruppe 4 :
10-—m-—74 TaG2 . 80 nein
11—m—54 Ta Gl 80 - ja
12+-m—T71 T1G2 80~ ja
i ; Gruppe 577 i ;
13—m—65 T1:G2 160 ja
14-m—78 T1G2 : 160 ja
15-~w—-35 Ta'G2 (Tumorrezidiv)’ 160 ja
g Y Gruppe 6
16-—w-—69 Ta G1 ; 320 Lpein
17—m—T1 T1G2 320 nein
18—m—66 T1G2 320 e
Gruppe 7
19—=w—==70 T1 G2 3 640 nein
2072 T1G2 640 nein
21—m-—=67 Ta Gl (Tumorrezidiv) 640 nein
: Gruppe 8 .
22—w—T7" T1'G2 (Tumorrezidiv) 1280 ja
- 28—m=61 Ta G2 1:280 “nein
24—m—74 Ta G2 : 1280 nein
: Gruppe 9
25—w-—72 T1G2 2.500 nein
26—m—-T71 Ta G2 2:500 nein
2739 Ta G2 (Tumorrezidiv) 2.500 nein
: : Gruppe 10 :
28—-m-—48 Ta G2 5.000 ja
29-—-m-—56 Ta G2 5.000 " nein
30—w-—-60 T1G2 5:000 nein
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TABELLE 2. Rezidivrate nach qdjubanter infravesikaler
Mistelextrakt-Therapie oder adjuvanter intravesikaler BCG-
- Therapie (lokale historische Kontrollgruppe) = - '

Rezidiv nach adjuvantem ~“Rezidiv nach adjﬁvantem

Stadium/Grad Mistelextrakt BCG
Ta G2 3/14 cen 2
T1G2 5/10 3/13
Ta G2+ T1G2 824 (33 %) = 5/18 (28 %) -

ERGEBNISSE

Von den 30 in die Studie aufgenommenen Patienten hatten
6 rezidivierende oder multilokuldre pTa G1-Tumore, 14 pTa
G2-Tumore und 10 pT1 G2-Tumore. Die Patienten wurden
auf 10 Behandlungsgruppen verteilt. Tabelle 1 zeigt die
Stadien und Gradings der 30 Patienten in den 10 Gruppen.

Die Vertriglichkeit des intravesikal verabreichten
Mistelextraktes war unabhédngig von der applizierten
Konzentration gut. Bei den 30 Patienten wurden weder
lokale noch systemische Nebenwirkungen der WHO-Grade
1-4 registriert.

Wihrend der 12-monatigen Follow-up-Phase traten bei 9
der 30 Patienten Rezidive auf. Ein Zusammenhang zwischen
der Mistellektinkonzentration und den Rezidiven wurde
jedoch nicht festgestellt.

Patienten mit pTa G1-Tumoren haben eine bessere
Prognose und erhalten daher normalerweise keine adjuvante
intravesikale Therapie. Aus diesem Grund wurden die
6 Patienten mit pTa G1-Tumoren von dem Vergleich mit der
lokalen historischen BCG- Kontroligruppe ausgeschlossen, so
dass nur die 24 Studienpatienten mit pTa G2- und pT1 G2-
Tumoren mit den 18 Patienten, die frither BCG erhalten
hatten und die gleichen Tumorstadien und Gradings
aufwiesen, verglichen wurden.

Nach adjuvanter Mistellektin-Therapie wurde eine
Rezidivrate von 8/24 (33 %) registriert. In der Kontrollgruppe
hatten 5 von 18 Patienten mit adjuvanter BCG-Therapie
(28 %) Rezidive entwickelt (Tabelle 2).

Die Zytokinspiegel im Urin lagen zwischen 0 bis 480 pg/ml
IFN-v, 0 bis 70 pg/ml IL-1-, 0 bis 470 pg/ml IL-2, 0 bis
2100 pg/ml IL-6, 0 bis 370 pg/ml IL-10 und 0 bis 2400 pg/ml
TNF-a. Bei keinem der bestimmten Zytokine wurden
signifikante Unterschiede zwischen den Urinspiegeln vor
sowie 2, 6 und 24 Stunden nach der Instillation registriert.
Dariiber hinaus gab es keinen Zusammenhang zwischen
Zytokinspiegeln und der applizierten Mistelextraktdosis.

Unabhéngig von der verabreichten Konzentration
unterschieden sich die TNF-p75-Rezeptor Plasmaspiegel 2, 6
und 24 Stunden nach der Instillation des Mistelextraktes
ebenfalls nicht signifikant von den Werten vor der
Instillation. Die TNF-p75-Rezeptor-Plasmaspiegel lagen
zwischen 300 pg/ml bis 6500 pg/ml.

DISKUSSION

Primédres Ziel der adjuvanten Therapie nach
transurethraler Resektion des oberflachlichen Harnblasen-
karzinoms ist die Rezidivprophylaxe. Die intravesikale
Chemotherapie und mehr noch der Einsatz von BCG haben
sich bei der Reduktion der Rezidivrate bei Patienten mit pTa-
und pT1-Tumoren als wirksam erwiesen. In den letzten
20 Jahren wurden zahlreiche Studien bei dieser Gruppe von
Tumorpatienten durchgefithrt und die Rezidivrate ging von
60 % bis 70 % (transurethrale Resektion allein) auf etwa
30 % (transurethrale Resektion und adjuvante BCG-
Therapie) zuriick. Daher etablierte sich die adjuvante
intravesikale BCG-Instillation bei dieser Tumorentitit als

Standardtherapie. Die mitunter schweren lokalen und
systemischen Nebenwirkungen tiberwogen jedoch bisweilen
den Nutzen, so dass nach alternativen Therapien gesucht
werden muss.

In unserer Studie wurde erstmalig ein auf den
Lektingehalt eingestellter Mistelextrakt intravesikal fiir die
Behandlung des oberflachlichen Harnblasenkarzinoms
eingesetzt. Im Gegensatz zu BCG war die Vertraglichkeit
dieser Behandlung ausgezeichnet; bei keinem der Patienten
traten lokale oder systemische Nebenwirkungen auf, auch
nicht in der héchsten Dosis von 5000 ng/ml.

Die 24 Patienten dieser Studie mit pTa G2- und pT1 G2-
Tumoren und die lokale historische BCG-Kontrolle zeigten
eine dhnliche Rezidivrate von etwa 30 %. Somit war die
Rezidivrate von Patienten, die mit Mistelextrakt behandelt
wurden, mit derjenigen aus der historischen BCG-
Kontrollgruppe vergleichbar.

Da es sich um eine Studie der Phase I/II handelte, wurde
die Konzentration des Mistelextraktes stufenweise erhoht.
Interessanterweise beobachteten wir die meisten Rezidive
bei den Patienten, die mit relativ niedrigen Konzentrationen
(80 ng/ml und 160 ng/ml) behandelt wurden. Die Ergebnisse
der vorliegenden Studie entsprechen den Resultaten von
zwei tierexperimentellen Untersuchungen, in denen die
Behandlung nicht nur sehr gut vertragen wurde, sondern der
intravesikal applizierte Mistelextrakt oder das Lektin in
Dosierungen bis zu 1500 ng/ml auch antitumoral wirkte.10.13

Es wurde gezeigt, dass die Immuntherapie mit BCG eine
massive lokale Immunreaktion hervorruft und verschiedene
Zytokine im Urin und Blasengewebe vermehrt auftreten.4
Weiterhin wurde eine systemische Induktion von
Zytokinen15.16 bzw. TNF-p75-Rezeptor!? festgestellt. Um
mogliche immunmodulatorische Effekte des intravesikal
applizierten Mistelextraktes zu untersuchen, wurden in der
vorliegenden Studie zu unterschiedlichen Zeiten nach der
Instillation ebenfalls die Zytokinspiegel im Urin und
zusétzlich die TNF-p75-Rezeptor-Plasmaspiegel bestimmt.
Im Gegensatz zu anderen Studien, die eine Zytokininduktion
durch Mistelextrakt in vivo und in vitro beobachteten,
wurden hier keine signifikanten Verdnderungen festgestellt.
Daraus ldsst sich ableiten, dass intravesikal applizierter
Mistelextrakt offenbar keine immunmodulatorische, sondern
eher eine direkte zytotoxische Wirkung hat. Dies bestétigt
die Resultate eines Tierexperimentes, in dem die
intravesikale Instillation eines rekombinanten Mistellektins
ebenfalls nicht zu einer Zytokininduktion in der Blasenwand
fuhrte.13

Bisher liegen keine kontrollierten klinischen Daten zur
Vertraglichkeit von intravesikal appliziertem Mistelextrakt
und zur Rezidivrate des oberflidchlichen Blasenkarzinoms
vor. Die geringe Rezidivrate in der vorliegenden Studie ist
ermutigend, zumal sie nicht auf einer Patientenselektion
beruht: die Patientengruppe der Studie war mit der lokalen
historischen BCG-Kontrollgruppe vergleichbar, die eine
dhnliche Rezidivrate aufwies. Zur Optimierung der
Behandlung sind weitere Studien erforderlich; diese kénnten
dazu beitragen, die Bedeutung von Mistelextrakten als
adjuvante Behandlung fiir Patienten mit oberfldchlichem
Harnblasenkarzinom zu bestétigen.

ANHANG

Einschlusskriterien: Histologisch nachgewiesenes ober-
flachliches Blasenkarzinom Ta der Stufen 1-2 und T1 der
Stufen 1-2 ohne Nachweis von positiven Lymphknoten oder
Metastasen

Minnliche und weibliche Patienten im Alter von 18-80
Jahren

Vollstdandige transurethrale Resektion

Vorliegende Einverstéandniserklarung nach Aufklarung
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Ausschlusskriterien:

‘Carcinoma in situ

Vorherige intravesikale Instillationshehandlung in den
letzten 6 Monaten

Friithere Strahlentherapie der Harnblase

Schrumpfblase mit einer Kapazitat < 100 ml

Akute oder chronische Harnblaseninfektion

Allergien gegen Mistel-Praparate

Schwangerschaft

Gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen
Studie
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